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Резюме. Целью настоящего исследования являлся выбор наиболее чувствительной, специфичной и
воспроизводимой методики оценки бета-лактамазной активности биологических субстратов с намерением
дальнейшей ее адаптации для выполнения в микроварианте с использованием планшетного ридера. Производилось
сравнение широко распространенных неокупроиновой и нитроцефиновой методик. Показано, что нитроцефиновая
методика в 20 раз чувствительнее неокупроиновой, ее воспроизводимость в 3,7 раза выше, а стоимость одного
определения у обеих методик практически одинакова (приблизительно 0,1 ). Единственный существенный недостаток
нитроцефиновой методики по сравнению с неокупроиновой  невозможность использования произвольных бета-
лактамных антибиотиков в качестве субстратов. Соответственно, нитроцефиновая методика представляется наиболее
перспективной в плане возможного ее использования в качестве основы для создания простой в использовании,
надежной и чувствительной тест-системы для выявления и количественной оценки бета-лактамазной активности в
различных биологических объектах (прежде всего  сыворотке крови) с целью коррекции проводимой
антибактериальной терапии.
Ключевые слова: бета-лактамазная активность, нитроцефиновый метод, неокупроиновый метод,
сравнительная оценка.
Abstract. The goal of the present research was the selection of the most sensitive, specific and reproducible
technique of evaluation of beta-lactamase activity of biological substrates with the intention of further adaptation of it for
the realization in microvariant with the use of plotting reader. We have compared two widespread techniques  neocuproine
and nitrocefin ones. Nitrocefin technique was shown to be 20-fold more sensitive than neocuproine one, its reproducibility
is 3,7-fold higher, and the cost of one determination in both techniques is virtually equal (about 0,1 ). The only significant
disadvantage of nitrocefin technique if compared to neocuproine one is the impossibility to use any beta-lactam antibiotic
as a substrate. Thus, nitrocefin technique seems to be the most promising for the possible use as the basis for the
development of simple in use but sensitive and reliable test system for the detection and quantitative evaluation of beta-
lactamase activity in different biological objects (such as saliva, blood, sputum or cerebrospinal fluid) for the purpose of
antibacterial therapy correction.
Антибиотикоустойчивость бактерий натекущий момент является одной изнаиболее важных и актуальных про-
блем инфектологии. Практически все извест-
ные науке бактерии-возбудители инфекцион-
ных заболеваний (за редким исключением) в
большей или меньшей степени проявляют ус-
тойчивость к тем или иным антибиотикам.
Основным механизмом устойчивости
бактерий к антибиотикам бета-лактамного
ряда является синтез разнообразных бета-лак-
тамаз (пенициллиназ, цефалоспориназ и т.п.).
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7Согласно определению Комитета по но-
менклатуре Международного биохимическо-
го общества, бета-лактамазы классифициру-
ются как «ферменты, осуществляющие гидро-
лиз амидов, амидинов и других CN связей,
выделенные на основании субстрата   цик-
лических амидов» [1]. Термин «бета-лактама-
зы» является, таким образом, функциональным
и объединяет различные бактериальные фер-
менты, способные расщеплять бета-лактам-
ные антибиотики, содержащие в своей струк-
туре циклическую амидную связь.
Продукция бета-лактамаз у многих ви-
дов микроорганизмов может быть выявлена с
помощью чувствительных хромогенных тес-
тов, основанных на использовании специаль-
ных субстратов, изменяющих окраску в резуль-
тате расщепления их бета-лактамной связи,
или на анализе реакции, вызванной процес-
сом гидролиза бета-лактамов [2].
Одним из широко используемых хромо-
генных субстратов является нитроцефин 
цефалоспорин, расщепляемый большинством
бета-лактамаз с образованием продукта, окра-
шенного в интенсивно-красный цвет [3]. На-
блюдение реакции гидролиза нитроцефина в
растворе или на бумажных дисках считается
одним из наиболее быстрых, чувствительных
и специфичных тестов на наличие в исследу-
емом объекте бета-лактамаз.
Альтернативные методы детектирова-
ния бета-лактамазной активности включают
йодометрические и ацидометрические тесты.
Первый вид исследований основан на способ-
ности продуктов гидролиза бета-лактамных
антибиотиков восстанавливать йод до йоди-
да, вызывая обесцвечивание йодокрахмально-
го комплекса. Изменение окраски кислотно-
основных индикаторов, например бромкрезо-
лового пурпурного, вызванное появлением
дополнительной карбоксильной группы при
расщеплении бета-лактамного кольца, являет-
ся основой использования ацидометрических
методов [2].
Кроме вышеприведенных способов, оп-
ределенную известность приобрел неокупро-
иновый метод определения бета-лактамазной
активности, основанный на реакции комп-
лексообразования ионов меди, неокупроина
и гидролизованной бета-лактамной связи раз-
личных производных 6-аминопенициллано-
вой кислоты, в результате которой образуется
комплексное соединение желтого цвета [4].
Широкое разнообразие доступных спо-
собов оценки бета-лактамазной активности не
позволяет однозначно определить метод, наи-
лучший с точки зрения соотношения просто-
ты исполнения, чувствительности, воспроиз-
водимости и стоимости одного исследования.
Цель настоящего исследования  срав-
нительная оценка нитроцефиновой и неокуп-
роиновой методик определения бета-лактамаз-
ной активности биологических субстратов (в
нашем случае  модельного раствора бактери-
альной пенициллиназы известной концентра-
ции). Конечной целью исследования было
создание простой в использовании, но надеж-
ной и чувствительной тест-системы для вы-
явления и количественной оценки бета-лак-
тамазной активности в биологических объек-
тах (прежде всего  в сыворотке крови).
Методы
Все используемые реагенты имели ква-
лификацию не ниже ч.д.а. Измерение опти-
ческих плотностей проводили при помощи
планшетного ридера производства ОАО «Ви-
тязь» (фотометра универсального Ф300 ТП).
Определялась бета-лактамазная активность
кратных разведений бактериальной пеницил-
линазы пр-ва Sigma, полученной из Bacillus
cereus (кат. № P0389-5KU), в 0,1 М ФБР, рН
7,4. Использовались 10Х и 2Х разведения пе-
нициллиназы в диапазоне от 0,01 ЕД/мл до
1.000.000 ЕД/мл.
Неокупроиновая методика
Первоначально для выявления и коли-
чественной оценки бета-лактамазной актив-
ности биологических объектов мы использо-
вали неокупроиновую методику.
К преимуществам данной методики от-
носится возможность вводить в аналитичес-
кую систему в качестве субстратов бета-лак-
тамные антибиотики из различных фармако-
логических групп. Соответственно, неокупро-
иновая методика позволяет документировать
распад различных антибиотиков бета-лактам-
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8ного ряда, непосредственно интересующих
исследователя либо клинициста. Преимуще-
ством методики является и то, что неокупро-
иновый реактив избирательно регистрирует
распад бета-лактамной связи, игнорируя дру-
гие продукты гидролиза. Кроме того, неокуп-
роин относительно недорог (около 65  за
5 граммов химически чистого реактива про-
изводства Fluka, кат. № 72090), а сама методи-
ка несложна в исполнении.
В качестве субстрата для определения
бета-лактамазной активности модельного
объекта мы использовали бензилпеницилли-
на натриевую соль (химически чистая субстан-
ция производства Sigma, кат. № P13752-1G-F).
Схема применения методики была сле-
дующей: в ячейку стандартного 96-луночного
планшета для иммуноферментного анализа
вносилось 80 мкл раствора бензилпеницил-
лина (0,24 мг/мл) в дистиллированной воде.
Затем в эту же ячейку вносилось 20 мкл ис-
следуемого разведения пенициллиназы, пос-
ле чего производилась инкубация смеси при
37°С в течение 30 минут. По окончании инку-
бации в ячейку добавлялось 100 мкл неокуп-
роинового реагента (20 мг неокупроина гид-
рохлорида растворить в мерной колбе вмес-
тимостью 25 мл в 0,1 М ацетатном буферном
растворе, рН 4,75, и довести им до метки; 50
мг меди (II) сернокислой пятиводной раство-
рить в мерной колбе вместимостью 25 мл в
0,1 М ацетатном буферном растворе, рН 4,75,
и довести им до метки; в день проведения
исследования смешать оба раствора в соотно-
шении 1:1), после чего смесь выдерживалась
при комнатной температуре в течение 30 ми-
нут; затем производился замер оптической
плотности при л=450 нм, при этом длина оп-
тического пути составляла 10 мм.
В качестве контрольных проб использо-
вали контроль самораспада субстрата (вместо
20 мкл испытуемого разведения пеницилли-
назы в ячейку вносилось 20 мкл дистиллиро-
ванной воды), контроль взаимодействия нео-
купроинового реактива с исследуемым образ-
цом (вместо 80 мкл раствора антибиотика в
ячейку вносилось 80 мкл дистиллированной
воды), полный распад антибиотика-субстра-
та (вместо 20 мкл испытуемого разведения
пенициллиназы в пробу вносилось 20 мкл
0,2 М раствора NaOH), а также реагентный
бланк (в ячейку вносилось 100 мкл дистилли-
рованной воды). Все контрольные пробы в
дальнейшем обрабатывались по вышеописан-
ному плану, т.е. инкубировались при 37°С в
течение 30 минут и т.п.
Расчет количества бензилпенициллина,
распавшегося за время инкубации (в % от ис-
ходно внесенного в ячейку), производился по
формуле:
где
АО_BP  оптическая плотность опытной
пробы с испытуемым разведением пеницил-
линазы,
АК  оптическая плотность контроля вза-
имодействия неокупроинового реактива с ис-
пытуемой пробой,
АСР  оптическая плотность контроля
самораспада антибиотика-субстрата,
АРБ  оптическая плотность реагентного
бланка,
АПР_ВР  оптическая плотность контро-
ля полного распада антибиотика-субстрата.
Нитроцефиновая методика
Недостатком нитроцефиновой методики
является тот факт, что и субстратом реакции,
и хромогеном является сам нитроцефин, рас-
пад которого регистрирует некую «интеграль-
ную» бета-лактамазную активность объекта,
весьма условно соотносимую с распадом ан-
тибиотиков, реально используемых в клини-
ческой практике. Кроме того, нитроцефин су-
щественно (≈ в 1400 раз на единицу веса) до-
роже неокупроина. В то же время схема по-
становки методики очень проста и удобна, а
аналитическая система менее сложная, чем в
случае использования неокупроина гидрохло-
рида, что позволяло надеяться на хорошую
воспроизводимость результатов. В качестве
субстрата мы использовали химически чис-
тый нитроцефин производства Calbiochem
(Merck Chemicals, кат. № 484400).
Схема применения методики была сле-
дующей: в ячейку стандартного 96-луночного
планшета для иммуноферментного анализа
вносилось 180 мкл раствора нитроцефина
(0,029 мг/мл) в 0,1 М ФБР, рН 7,4. Затем в ту
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9же ячейку вносилось 20 мкл испытуемого
раствора бактериальной пенициллиназы, пос-
ле чего смесь инкубировалась при 37°С в те-
чение 30 минут. После инкубации произво-
дился замер оптической плотности при л=492
нм, при этом длина оптического пути состав-
ляла 10 мм.
В качестве контрольных проб использо-
вали контроль самораспада нитроцефина (вме-
сто 20 мкл испытуемого раствора пеницил-
линазы в ячейку вносилось 20 мкл дистилли-
рованной воды), контроль окраски опытной
пробы (вместо 180 мкл раствора нитроцефи-
на в ячейку вносилось 180 мкл 0,1 М ФБР,
рН 7,4), полный распад нитроцефина (вместо
20 мкл испытуемого разведения пеницилли-
назы в пробу вносилось 20 мкл 0,2 М раство-
ра NaOH), а также реагентный бланк (в ячей-
ку вносилось 200 мкл 0,1 М ФБР, рН 7,4). Все
контрольные пробы в дальнейшем обрабаты-
вались по вышеописанному плану, т.е. инку-
бировались при 37°С в течение 30 минут и т.п.
Расчет количества нитроцефина (в % от
исходно внесенного в ячейку), распавшегося за
время инкубации, производился по формуле:
где
АО_Нитро  оптическая плотность опыт-
ной пробы с испытуемым разведением пени-
циллиназы,
АК  оптическая плотность контроля ок-
раски опытной пробы,
АСР  оптическая плотность контроля
самораспада нитроцефина,
АРБ  оптическая плотность реагентного
бланка,
АПР_Нитро  оптическая плотность конт-
роля полного распада нитроцефина.
Результаты и обсуждение
В процессе практической апробации нео-
купроиновой методики выявился ее суще-
ственный недостаток  недостаточно высокая
чувствительность. В частности, было установ-
лено, что методика позволяет надежно регис-
трировать бета-лактамазную активность, при-
близительно эквивалентную действию 10 ЕД
бактериальной пенициллиназы из Bacillus
cereus в 1 мл биологического образца, причем
самораспад антибиотика-субстрата (химичес-
ки чистой субстанции бензилпенициллина) в
реакционной смеси за время инкубации (30
минут) составляет 22-23% и быстро нараста-
ет с течением времени.
Указанного недостатка оказалась лише-
на нитроцефиновая методика, которая надеж-
но регистрировала бета-лактамазную актив-
ность, соответствующую активности 0,5 ЕД
бактериальной пенициллиназы из Bacillus
cereus в 1 мл биологического образца, при
этом уровень самораспада нитроцефина за
время инкубации (30 минут при 37°С) оказал-
ся пренебрежимо малым (0,99% от исходной
концентрации за 1 час инкубации при 37°С).
Более того, воспроизводимость резуль-
татов неокупроиновой методики оказалась
существенно ниже, чем нитроцефиновой. Так,
коэффициент вариации (variation coefficient)
неокупроиновой методики составлял в лучшем
случае 13,14%, в то время как аналогичный
показатель нитроцефиновой методики  3,58%
(максимальный коэффициент вариации, допу-
стимый для инструментальной диагностичес-
кой методики,  10%).
При этом оказалось, что на одно опре-
деление расходуется крайне малое количество
нитроцефина  порядка 0,5 мкг, и, соответ-
ственно, одной его упаковки (5 мг) в идеаль-
ном случае достаточно для 1000 определений.
Ввиду этого, несмотря на значительную сто-
имость нитроцефина (до 112  за упаковку),
стоимость одного исследования невелика (око-
ло 0,1 ) и сравнима со стоимостью одного
исследования с применением неокупроино-
вой методики (0,107 ).
Таким образом, было установлено, что
чувствительность нитроцефиновой методи-
ки в 20 раз, а воспроизводимость  в 3,7 раза
выше, чем неокупроиновой, причем сто-
имость одного исследования у обеих мето-
дик практически одинакова. Единственный
значимый недостаток нитроцефиновой мето-
дики  невозможность использования про-
извольных бета-лактамных антибиотиков в
качестве субстратов.
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Рис. 1. Уровень бета-лактамазной активности (в % распада субстрата  бензилпенициллина
от внесенного в пробу его исходного количества за время инкубации  30 минут при 37°С),
регистрируемый с применением неокупроиновой методики, при внесении в пробу известных
концентраций бактериальной пенициллиназы (по оси абсцисс  концентрация пенициллиназы
в 1 мл вносимого разведения, по оси ординат  уровень распада бензилпенициллина в %).
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Рис. 2. Детальное отображение нисходящего сегмента кривой, приведенной на рисунке 1
(обозначения те же).
Рис. 3. Уровень бета-лактамазной активности (в % распада субстрата  нитроцефина от внесенного
в пробу его исходного количества за время инкубации  30 минут при 37°С), регистрируемый с
применением нитроцефиновой методики, при внесении в пробу известных концентраций
бактериальной пенициллиназы (по оси абсцисс  концентрация пенициллиназы в 1 мл вносимого
разведения, по оси ординат  уровень распада нитроцефина в долях единицы).
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Рисунки 1, 2 и 3 иллюстрируют выше-
приведенную информацию относительно раз-
личной чувствительности обеих сравнивае-
мых методик.
Заключение
Как показано в исследовании, нитроце-
финовая методика в 20 раз чувствительнее
неокупроиновой, а ее воспроизводимость  в
3,7 раза выше, причем стоимость одного оп-
ределения у обеих методик практически оди-
накова. Единственный существенный недо-
статок нитроцефиновой методики  невоз-
можность использования произвольных бета-
лактамных антибиотиков в качестве субстра-
тов. Соответственно, нитроцефиновая мето-
дика представляется более перспективной в
плане возможной ее адаптации для выполне-
ния в микроварианте с использованием план-
шетного ридера, и, в конечном итоге, в каче-
стве основы для создания простой в исполь-
зовании, надежной и чувствительной тест-
системы для выявления и количественной
оценки бета-лактамазной активности в раз-
личных биологических объектах (прежде все-
го  сыворотки крови) с целью коррекции про-
водимой антибактериальной терапии.
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